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1 材  料
1. 1 试  剂
超纯尿素 ( urea) ,丙烯酰胺 ( A cr) ,甲叉-双丙烯酰
胺 ( B is)购自 B IOASIA. T riton X-100购自华美公司.
SDS、DTT、CHAPS, TEM ED和过硫酸铵 ( AP)购自上海
生工. 低熔点琼脂糖购自 B IO BAS IC公司. 两性电解
质 pH 5~ 8购自 Am ersham B ioscience公司.
2 实验方法
2. 1 样品处理
胃癌细胞 SGC-7901用裂解液 ( 9 m ol /L urea、4%
CHAPS、1% DTT、2% 两性电解质载体 pH 5~ 8、超纯
水 )直接裂解后在显微镜下观察. 将制备的细胞裂解
悬液转移到 1 mL离心管中,室温震荡 1 h, 置于 15 e
以 15 000 g 离心 1 h. 离心后取上清分装保存在
- 80e .制备的样品用 B radford法测蛋白浓度 [ 5 ] .
2. 2 第一向等电聚焦胶电泳 ( IEF)
采用 pH范围在 5~ 8的两性电解质载体制备胶
条.其方法是在 3 mL体系中加入 1. 65 g urea、0. 06 g
CHAPS、400 LL A cr-B is、150 LL两性载体、1. 1 mL超
纯水真空抽气 10 m in然后加入 3. 6 LL 10% AP和 26
LL 10% TEM ED. 灌好胶后室温放置 3 h. 待胶凝固后,
进行管状电泳,上槽液加入 20 mm ol /L NaOH 接阴极,
下槽加入阳极液 10 mm o l/L H 3PO4 进行预电泳, 时间
为 200 V 15 m in, 300 V 30 m in, 400 V 30 m in. 然后洗
去覆盖液,上样进行电泳 400 V 12 h后加电压到 800
V 1 h结束.电泳结束后将胶条取出平衡 30 m in, 然后
转移到二向进行 SDS-PAGE.
2. 3 第二向 SDS-PAGE电泳
采用不连续 SDS-PAGE.配制 12. 5%的分离胶 (中
板胶 16 cm @ 14 cm )和 4%的浓缩胶,用水饱和正丁醇






采用银染检测, 二向凝胶放入固定液中固定 3 h
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以上. 然后参考文献 [ 6]的方法,经敏化 40 m in、银染







































3. 2 第一向等电聚焦 ( IEF)
按 OcFerre ll[ 8]的方法制胶. 由于自备的胶条, 其
pH梯度不如商品化 IPG胶条那么稳定, 较高的电压会
破坏胶内形成的 pH 梯度并导致胶条变型. 我们探讨
电泳的优化条件,发现用低电压并延长电泳时间的方
案可以得到较理想的实验结果,见图 1.
 图 1 胃癌细胞 SGC-7901双向图谱
 F ig. 1 Tw o d im ensiona l e lectrophoretic m ap o f stom ach cancer
SGC-7901 cells pro teom e






了对比研究, 结果见图 2. 第一向胶的 pH 范围均为 5







采用银染色法时的样品上样量一般在 50 ~ 100
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   图 2 胃癌细胞 SGC-7901双向电泳图谱
A: 加浓缩胶; B:未加浓缩胶
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Establishment and Optim ization of Two-dimensional E lectrophoresis
for Proteom ics ofHuman Gastric Cancer SGC-7901 Cells
HE L iang, LENG Bo, KANG Jin-he, CHEN Q ing-x i
*
( K ey L abo rato ry o fM in istry o f Education fo r C e ll B io log y and T um o r C e ll Eng ineering, Schoo l o f L ife Science s,
X iam en U n iv ersity, X iam en 361005, C hina)
Abstract: W e have pur ified an an t-i cancer peptide from theM ercena r ia w h ich can inh ibit pro lifera tion o f sev era l breed s o f cancer ce lls
such as hum an g astric g land carcinom a ce lls ( BGC-823 ). Tw o - d im ensiona l ge l e lectropho re sis ( 2-DE ) has recently becom e the pre-
ferred m e thod for pro teom ics and adv anced the utility o f pro teom ic s in drug d iscov ery pro cess. In th is ar tic le w e established 2-D E tech-
n ique for SGC-7901 succe ssfully by optim izing a se ries o f fac to rs, such a s sam ple preparation, e lec tro pho resis param e ters, co ncentratio n
o f IEF and SD S g e ls, pro toco l for staining and so on. T he research w ill be useful to fur ther study o f the effec ts o f an ticancer peptide from
M ercenar ia on the SGC-7901 ce lls.
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